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AMB  amphotericin B 
CAS  caspofungin 
CFU  colony-forming units 
HMBC  heteronuclear multiple bond correlation  
HPLC   high performance liquid chromatography  
HR-ESI-MS  high resolution electrospray ionization mass spectrometry 
HSQC  heteronuclear single quantum correlation 
IPA  invasive pulmonary aspergillosis  
ITC  itraconazole 
L-AMB  liposomal amphotericin B 
LC/MS/MS liquid chromatography-mass spectrometry 
LFB  lung fungal burden 
MEC  minimum effective concentration 
MFG  micafungin 
MIC  minimum inhibitory concentration 
PDA  potato dextrose agar 
PSC  posaconazole 
RPMI  Roswell Park Memorial Institute  
TOCSY  total correlation spectroscopy 
UV   ultra violet 
VRC  voriconazole 
b.i.d  bis in die (latin: twice a day) 
i.p.  intraperitonealy 
i.v.  intravenously 
p.o.  per os 
q.d.  quaque die (latin: once daily) 
s.c.  subcutaneously 
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る輸入真菌症 3, 4 とされている。一方後者の、体の免疫状態が低下した状態になった時に、体
内に常在していた真菌が発症あるいは環境中に存在する真菌が感染することで起こる病原体
としては、カンジダ属とアスペルキルス属が頻度高く、次いでムコール属、フサリウム属、ス






ダ属であり、Candida albicans が最も頻度高く, 次いで C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis 
C. krusei の順で分離されている。侵襲性アスペルギルス症は、空中や土壌に広く分布するアス




ルギルス症 (以下 IPA と略記する）は、急性の発熱や肺炎などを起こし、難治性で予後が悪い
疾患である。日本での病理剖検例における年次別推移においては、アスペルギルス症およびカ
ンジダ症が死亡原因第 1 位および第 2 位であり、2009 年の真菌症による死亡例の発生頻度は
























た。1993 年にはアスペルギルス属に対して活性を有するイトラコナゾール（以下 ITC と略記
する）12が発売されたが、剤型が経口薬に限られ、吸収性の問題から血中濃度が高くなく、重
症アスペルギルス症の適応には問題があった。さらに 2005 年には新世代のアゾール系抗真菌
薬であるボリコナゾール（以下 VRC と略記する）13 が登場した。ボリコナゾールはアスペル
ギルス属に対して抗真菌活性が高く抗真菌スペクトラムも拡がり、難治性の侵襲性アスペルギ







ポファンギン（以下 CAS と略記する）が認可された 17。キャンディン系抗真菌薬はカンジダ
属に殺菌的に、アスペルギルス属に対して静菌的に有効性を示す一方、クリプトコッカス属、
トリコスポロン、ムコール等の担子菌類や接合菌について活性を示さず、C.  parapsilosis に対
























































































る FR901379 が発見され、臨床において画期的な優れた薬効を示している 27-29。魅力ある微生
物培養物ではあるが、これまでのアステラス製薬での抗真菌剤探索研究から、被験菌の培養条
件で薬剤の感受性が大きく影響されることと、in vitro と in vivo の活性が必ずしも相関しない
ことがわかっていた。実際のスクリーニングにおいて、遺伝子破壊株あるいは過剰発現株など
を用い、感度の向上を目的に被験菌を様々な条件で培養し、さらに多大な手間と労力をかけて






























































水 和 久 教 授 と 浜 本 助 手 ら は カ イ コ 幼 虫 を 用 い た Staphylococcus aureus 、








の中で最も分離頻度の高いA. fumigatusと寒天培地上で共培養し、A. fumigatus 存在下で抗真菌
活性を示す真菌310 株を選択した。選択した310 株を各種生産培地で培養し、330 検体の抗ア
スペルギルス活性ライブラリーを作製した。 
2-2 カイコ幼虫を用いたA. fumigatus 感染系の開発 
浜本らはカイコ幼虫を用いた真菌感染モデルを報告していた 31。筆者は A. fumigatus 感染系
を構築するため浜本らの方法と同様に、A. fumigatus胞子を体液中に感染し、27℃で飼育を行っ
たが、カイコ幼虫は全く死亡しなかった。そこで感染後の生育温度を 27℃から 30℃に上昇さ





幼虫は全例死亡し、殺菌的なアンホテリシン B とボリコナゾール投与群は生存していた 

























Figure 3. Effects of antifungals on the survival of silkworms infected with A. fumigatus (n=8) (a) 32 h and 




































2-3 抗真菌活性物質のスクリーニングとASP2397 の発見 




培地での A. fumigatus に対する抗真菌活性を、1 次スクリーニングした。1 次スクリーニング
系で有効であったサンプルについて、2 次スクリーニングとしてカイコ幼虫感染系で有効性を
確認した。その結果、抗アスペルギルス活性ライブラリー中の微生物培養液中に、強力なカイ
コ幼虫 A. fumigatus 感染系での延命作用を有する抗真菌活性物質が存在することを見出した。
これは、マレーシアのジョホール州にあるEndau Rompin 国立公園で採取した落葉腐植物より
分離したカビMF-347833 株由来の培養液であった。 
抗真菌活性物質を単離精製するためには、微生物培養液をカラムやHigh Performance Liquid 
Chromatography（以下HPLC と略記する）を用いて分画精製を行い、工程毎に生物活性を確認
しながら実施していく。当初、微生物培養液の分画精製を行う際に、抗真菌活性測定の標準法



























Figure 4. Structure of ASP2397, AS2488053, and AS2488059 
 
 
Table 1. Efficacies of ASP2397, AS2488059, AS2488053, and VRC against Aspergillus fumigatus 
infection of silkworm larvae 43 h post infection 
 





AS compound (µg/larva/day)  VRC (µg/larva/day) 
1.2 3.7 11.1 33.3 100  0.1 1 10 
ASP2397 5/5 5/5 0/5 0/5 0/5 0/5  3/3 2/3 0/3 
AS2488059 4/5   3/3 2/3 3/3  3/3 3/3 0/3 



















































2-4 ASP2397 の in vitro抗真菌活性 
抗真菌剤評価における in vitro での抗真菌活性は、in vivo での有効性と相関する血漿含有培
地を用いて評価することで、in vivo 効果を予測できる 32。 
ASP2397 は RPMI 培地、カイコ幼虫体液含有培地のみならずマウス血漿含有培地において
も、A. fumigatus に対してMIC が0.16 -0.78 µg/ml と強い抗真菌活性を示した。一方、AS2488059
は、RPMI 培地ではMICが0.78 µg/ml と強い抗真菌活性を示したが、マウス血漿含有培地にお
いては >50 µg/ml であった。 AS2488053 は、RPMI 培地ではコントロールに比較して生育を
阻害し、最小有効濃度（以下MEC と略記する）値は0.39 µg/ml であったが、MIC はRPMI培
地、血漿含有培地において25- >50 µg/ml と弱いものであった（Table 2）。 
 




Antifungal activity (A. fumigatus FP1305) 
MIC (µg ml-1)  MEC (µg ml-1) 
50% silkworm hemolymph 50% mouse serum RPMI  RPMI 
ASP2397 0.16 0.39 0.78  0.39 
AS2488059 >50 >50 0.78  0.2 
AS2488053 >50 25 >50  0.39 
 
2-5 ASP2397 の in vivo 感染系での生存効果 
ASP2397 は、カイコ幼虫感染系で延命作用を示し、またマウス血漿含有培地において強い抗
真菌活性を示したことから、マウス A. fumigatus 全身感染致死モデルにおける効果について検
討した。感染コントロール群が感染15 日目までに20%の生存しか示さない時に、ASP2397は
感染1 時間後から1 日1 回4 日間静脈内投与をした結果、0.32 mg/kg から投与量依存的に延命
傾向を示し、3.2 mg/kg以上の投与量で100%生存させた。一方、AS2488053 は、マウス血漿培
地を用いた in vitro 抗真菌活性は25 µg/ml と弱い活性であったが、マウス in vivo感染モデルに















Figure 5. Efficacies of ASP2397 (a) and AS2488053 (b) against mice infected with Aspergillus fumigatus  
Mice treated with 200 mg/kg i.p. cyclophosphamide on days -4 and +1 were intravenously 
challenged with 2.5 x 105 CFU of A. fumigatus FP1305 conidia on day 0. Vehicle control of  
ASP2397 and AS2488053 (i.v., u.i.d.) was administered from day 0 for 4 days. n=5; *P<0.05,  
compared between vehicle control and drug-treated groups (log-rank test under a closed testing  
procedure). CFU: colony-forming units 



























































かった。27℃では A. fumigatus をカイコ幼虫内で増殖するのが難しい可能性があると考え、カ
イコ幼虫の飼育に適した27℃から僅か3℃上昇させるだけで、カイコ幼虫を2日間以内に致死







RPMI 培地での in vitro 抗真菌活性を指標に精製を実施した結果、カイコ幼虫感染系で無効な化
合物（AS2488059）を単離した。AS2488059 は抽出物の中でメインの生産量を示し、RPMI 培
地を用いた in vitro での活性を有していたが血漿成分含有培地では活性を示さなかった
16 
 




のAS2488059 とマイナー成分のASP2397 は、血漿非添加のRPMI 培地では同等の活性を示す
が、血漿添加培地では活性が大きく異なり、生産量に依存して取り逃してしまう可能性がある。
よってカイコ幼虫感染系を用いず、in vitro抗真菌活性のみを指標にスクリーニングを実施した























盛で、25℃で2 週間培養するとコロニーは直径 39-41 mmにまで拡がり、分生子の形成も確認
できた。コロニー表面は羊毛状（floccose）であり、周縁部は波状（undulate）であった。中央
部から周縁部に数本の放射状の溝を生じたが、表面から溝は確認しにくい。コロニーの色は全
体的に白色（white, 1A1）であるが中央部はやや薄い白黄色（yellowish white, 4A2）であった。
コロニーの裏面の色は全体的に薄ベージュ色（Ivory, 4A3）であったが、コロニー中央部の色は
薄茶色（mustard brown, 5E6）であった。30℃で培養すると25℃の時に比べてコロニーの 生育
は若干抑制され、2 週間後のコロニー直径は約 24 mm であった。また、5℃と 37℃ では 2 週
間経過後も菌の生育は認められなかった。 













端までの長さは 33-40 µm であった。分生子は無色で楕円形であった。大きさは 3.7-4.5×2.8-
















Figure 6. Morphological characteristics of MF-347833 (scanning electron microscopy). (a) Conidiophore 










Figure 7. Phylogenic tree of MF-347833 and related species generated according to 28S ribosomal DNA 
sequences. Verticillium dahlia (AFTOL-ID237) served as an outlier. 
 
 Acremonium blochii CBS 424.93 (HQ232000)
 Acremonium persicinum CBS 378.70 (HQ232082)
 MF-347833 (AB920179)
 Acremonium persicinum JCM 23083 (AB540501)
 Acremonium persicinum AFTOL-ID 1391( FJ176878)
 Acremonium persicinum CBS 169.65 (HQ232072)
 Acremonium murorum AFTOL-ID 1393 (FJ176880)
 Acremonium strictum AFTOL-ID 1392 (FJ176879)







































ス、1%ファーマメディア、1%グルテンミール、0.2%Tween 80 を 100 ml 三角フラスコに分注
し、120°C で 20 分間オートクレーブし滅菌した。この生産培地に、MF-347833 株の斜面培養
物を一白金耳接種し、25°C で4 日間、振とう培養（220回転／分）した。500 ml 三角フラスコ
に同じ組成の培地を160 ml 分注し、種培養物3.2 ml を無菌的に接種し、25°Cで3 日間、振と
う培養（220 回転／分）した。 




水和物、0.1%アデカノールLG-109、0.05%シリコーンKM-70 を30 L 容ジャーファーメンター
に注入後、120°C で30分間加圧滅菌した。この培地に2-1 の種培養液を480 ml 加え、25°Cで
6 日間培養した（通気量：20 L/分、撹拌速度200 rpm）。 





酸ナトリウムを500 ml 三角フラスコに分注し、120°C で20 分間オートクレーブ滅菌した。種
培養物2 ml を無菌的に接種し、25°C で7 日間、振とう培養（220 回転／分）した。 
2-4 ASP2397 とAS2524371 物質の単離精製 
上記の培養方法で得られた培養液 20 L に等量のアセトンを加え、濾過することで培養抽出
物を得た。その抽出液に等量の水を加え、Dianion SP 850（5 L；三菱化学）に通液、吸着させ、
40%アセトン水で溶出させた。その溶出液（32.5 L）を2倍量の水で希釈し、8 LのDaisogel SP-
120-ODS-B（15/30 μm；大阪ソーダ）カラムに通液、吸着させ、30%アセトニトリル水8.8 L で
溶出させた。 




AS2524371の単離は、溶出液 8.8 L 中の前半4 L を等量の水で希釈し、180 mlのDaisogel SP-
120-ODS-Bカラムに通液、吸着させ、25%アセトニトリル水で溶出させた。その溶出液を分取
用HPLC（Mightysil RP-18 GP250x20、5 µm；関東化学）カラムを用いて分取（移動相；30%ア
セトニトリル水、流速10 ml/min.）し、AS2524371 を含有する画分を集め、減圧濃縮・乾固し
6.0 mg のAS2524371 を得た。 
2-5 AS22488059 物質の単離精製 
上記の培養方法で得られた培養液2.6 L に等量のアセトンを加え、濾過することで培養抽出
物を得た。その抽出液に2 倍量の水を加え、Dianion SP 850（400 ml；三菱化学）に通液、吸着
させ、30%アセトン水で溶出させた。その溶出液 1.9 L を2.1 Lの水で希釈し、350 ml のDaisogel 
SP-120-ODS-B（15/30 μm）カラムに通液、吸着させ、25%アセトニトリル水340 ml で溶出させ
た。その溶出液を等量の水で希釈し、6 gのOASIS HLB cartridge（Waters）に通液し、メタノー
ルで溶出させた。その溶出液を減圧濃縮し、アセトンを添加して沈殿物を生じさせ、乾固後黄
色の沈殿物100 mg を得た。沈殿物の一部（15 mg）を少量のメタノールで溶解し、分取用HPLC




水で希釈後に500 mg のOASIS HLB cartridgeに通液し、50 ml の水で洗浄後、50 ml のメタノー
ルで溶出させた。その溶出液を減圧濃縮し、アセトンを添加して沈殿物を生じさせ、乾固後
13 mg の白色粉末としてAS2488059 を得た。 
2-6 AS2488053 とAS2529132 物質の製造 
2 mg のAS2488059 を、0.2 ml のメタノールと 0.2 ml の水で溶解し、0.6 ml の水で溶解させ
た 5 mg の塩化第三鉄六水和物を添加し、室温で 2.25 時間攪拌した。水で希釈し、30 mg の
OASIS HLB cartridge に通液、吸着させた。その後3 ml の水で洗浄し、2 ml のメタノールで溶
出させた。溶出液を減圧濃縮・乾固し4 mg のオレンジ色の粉末としてAS2488053 を得た。 
同様に、AS2488059 と硫酸ガリウム水和物から、白色粉末としてAS2529132 を得た。 
2-7 ASP2397 と類縁体の物理化学的性質および構造解析 
2-7-1 ASP2397 と類縁体の物理化学的性質 




Asn,、L-Leu、D-Phe の存在を示した。High resolution electrospray ionization mass spectrometry（以





Table 3.  ASP2397、AS2488053、AS2488059、AS2524371、AS2529132 の物理化学データ 
 ASP2397 AS2488053 AS2488059 AS2524371 AS2529132 
Appearance Colorless crystals Orange crystals White powder White powder White powder 
Optical rotation  











Molecular formura C40H59AlN10O13 C40H59FeN10O13 C40H62N10O13 C37H61AlN10O13 C40H59GaN10O13 
HR-ESI-MS      
Found (M+H)+ 915.4191 944.3693 891.4592 881.4304 957.3597 
Calculated (M+H)+ 915.4157 944.3691 891.4576 881.4313 957.3597 
IR (KBr)cm-1 3300, 2930, 1680, 1650, 
1620, 1520, 1370, 1240, 
1140, 990 
    NT       3300, 2950, 1680, 1650, 
1640, 1540, 1460, 1420, 1240, 
1210, 1160, 1040, 970 
NT NT 
HPLC retention time a  8.7b 10.4b 4.2b 5.4c 13.5b 
TLC (Rf value) d 0.5 0.5 0.25 NT NT 
Color test   Positive I2, Ce(SO4)2-H2SO4, 
Ehrich,, Dragenddorf 
        NT      I2, Ce(SO4)2-H2SO4, Ehrich,,  
Dragenddorf, FeCl3 
NT NT 
Negative Molish, Ninhydrin, FeCl3 Molish, Ninhydrin, FeCl3 Molish, Ninhydrin NT NT 
Solubility      
Soluble methanol, DMF, DMSO methanol, DMF, DMSO methanol, DMSO methanol, DMSO NT 
Insoluble ethyl acetate, n-hexane ethyl acetate, n-hexane NT NT NT 
Amino-acid analysis L-Asn, L-Leu, D-Phe NT NT L-Asn, L-Leu, D-Leu NT 
NT: not tested 
a Retention times (min.) (Mightysil RP-18 GP 150-4.6 5 µm Kanto Chemical, 1 ml/min.). 
b 0.5%リン酸二水素アンモニウム含有28%アセトニトリル水、 
c 0.5%リン酸二水素アンモニウム含有30%アセトニトリル水 
d silica gel 60 F254 (MERCK):メタノール/クロロホルム (1:5) 
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2-7-2 ASP2397 と類縁体の構造決定 
ASP2397 の構造は、以下のように決定した。13 C-NMR シグナルにおいて、10 個のカルボニ
ル、1個のベンゼン（対称性のため4 シグナル）、12 個のメチレン、7 個のメチン、5 個のメチ
ルの炭素を含む、40 個の炭素すべてが観測された。 10 個のカルボニルのうち、161.6、161.7、
および161.3 ppmの3 個のカルボニル基は、それぞれ2.11、2.09、および2.04 ppmのシングレッ
トメチルプロトンとheteronuclear multiple bond correlation（以下HMBC と略記する）相関が見
られ、アセチル基の存在が示唆された。173.8 ppm のカルボニルシグナルは、7.76 および 7.39 
ppm の 2 個の交換性プロトンとHMBC 相関があり、カルバモイル基に帰属でき、残り 6 つの
カルボニルはアミド基と考えられ、ASP2397 はヘキサペプチドである（下記参照）。ASP2397
のアルミニウムイオンは 3 価と仮定するのが妥当であり、ASP2397 の不飽和度は分子式によ
り17 になる。ベンゼン環（不飽和度 4）と 10個のカルボニルを考慮すると、残りの不飽和度
から、ASP2397 が三環式であると考えられる。total correlation spectroscopy（以下TOCSY と略
記する）（spin-lock、120 ms）、および heteronuclear single quantum correlation（以下HSQC と略記
する）解析により、アミノ酸残基はアスパラギン、ロイシン、フェニルアラニン、および3 個
のオルニチンと推定された。各オルニチン残基のアセチルアミドの存在は、対応するカルボニ





X 線結晶解析を実施した。針状単結晶がメタノール溶液から得られ、Oak Ridge thermal ellipsoid 



























Figure 9. Oak Ridge thermal ellipsoid plot of ASP2397. Water–oxygen occupancy was ∼50% that 
accounts for the disordered oxygen close to the water molecule. The space group was found to be 





ロフォアコアであることが示唆された。 1H-NMR 分析において、9.7 ppm付近に3 個の交換可
能なプロトン（Table 4には非表示）が存在し、これらはヒドロキサム酸プロトンとして帰属し
た。さらに、ASP2397と同様のNMR 解析によってASP2488059 の平面構造を解析し、帰属し
た（Table 4）。 AS2488059 は硫酸カリウムアルミニウム十二水和物を添加することにより
ASP2397 に変換されたため、AS2488059 の立体化学はASP2397 の立体化学と同一であると結
論付けた。 
 AS2524371 は、HR-ESI-MS データにより、分子式を C37H61AlN10O13 と決定した。改良マー
フィー法分析により、D-Phe ではなく D-Leu が存在していた。アミノ酸の残基構造と配列は、





鉄六水和物を添加したところ、AS2488053 に変換され、AS2488053 は ASP2397 のアルミニウ
ムが鉄に置き換えられたものであり、立体化学も同一であると結論付けた。同様にガリウム体
のAS2529132 の構造も決定した。 


















































































Table 4.  NMR assignments for ASP2397, AS2488059, AS2524371 and AS2529132 in DMSO-d6 
 
a This coupling pattern could be analyzed because of signal overlap. 
δc δH (mult., J(Hz)) δc δH (mult., J(Hz)) δc δH (mult., J(Hz)) δc δH (mult., J(Hz))
Asn 1-CO 170.4 170.5 170.3 170.4
2 46.9 4.25 (m) 50.8 4.26 (m) 46.8 4.27 (m) 46.9 4.25 (m)
3 37.8 2.69 (m) 36 2.64 (dd, 15.6, 7.5) 37.8 2.72 (dd, 16.8, 1.7) 37.7 2.69 (dd, 16.8, 1.7)
2.09 (m) 2.53 (dd, 15.6, 4.5) 2.14 (dd, 16.8, 10.2) 2.10 (m)
4 173.8 172.4 174.0 173.8
NH 7.48 (d, 4.8) 8.15 (d, 7.6) 7.47 (d, 4.8) 7.48 (d, 4.7)
CONH2 7.76 (br d, 2.3) 7.40 (br s) 7.82 (br d, 2.4) 7.76 (br d, 2.2)
7.39 (br d, 2.3) 6.94 (br s) 7.45 (br d, 2.4) 7.39 (br d, 2.2)
Leu 1-CO 172.6 171.4 172.8 172.6
2 53.3 3.94 (m) 51.9 4.20 (m) 53.2 4.08 (m) 53.2 3.95 (m)
3 39.3 1.14 (m) 41 1.44, 1.34 (m) 39.4 1.38 (m) 39.3 1.14 (m)
4 23.5 0.81 (m) 24.1 1.33 (m) 24.27 1.53 (m) 23.5 0.81 (m)
5 22.9 0.60 (d, 6.3) 23.1 0.68 (d, 6.6) 22.4 0.93 (d, 6.5) 22.9 0.60 (d, 6.3)
6 21.9 0.75 (d, 6.1) 21.8 0.73 (d, 6.6) 22.2 0.86 (d, 6.6) 21.9 0.75 (d, 6.3)
NH 8.9 (d, 3.7) 7.17 (-)a 9.04 (d, 3.8) 8.91 (d, 3.8)
Phe 1-CO 169.5 170.9 170.5 169.43
(Leu for 2 5.06 4.21 (m) 55.8 4.35 (m) 51.9 3.98 56.0 4.21 (m)
AS2524371) 3 35.9 3.35 (m) 36.1 2.92 (dd, 13.7, 7.4) 39.0 1.65 (m) 35.8 3.35 (m)
2.72 (m) 2.82 (dd, 13.7, 8.2) 1.55 (m) 2.73 (dd, 13.8, 12.5)
4 138.9 137.2 24.21 1.65 (m) 138.9
5 128.9 7.27 (m) 129 7.23 (m) 23.3 0.89 (d, 6.2) 128.8 7.27 (m)
6 128.1 7.25 (m) 128.1 7.25 (m) 20.3 0.77 (d, 6.2) 128 7.25 (m)
7 126.1 7.18 (m) 126.3 7.17 (m) 126.1 7.18 (m)
NH 9.08 (d, 8.3) 8.69 (d, 5.8) 8.90 (d, 7.5) 9.07 (d, 8.1)
AcN(OH)Orn-1 1-CO 169.0 171.8 169.0 169.0
2 52.3 4.8 (m) 53.1 3.96 (m) 52.2 4.68 (m) 52.3 4.81 (m)
3 24.5 1.84, 1.74 (m) 28.0 1.77, 1.33 (m) 24.32 1.78, 1.73 (m) 24.6 1.81, 1.74 (m)
4 20.6 1.61, 1.15 (m) 23.1 1.27 (m) 20.5 1.58, 1.17 (m) 20.5 1.63, 1.16 (m)
5 48.1 3.71, 3.36 (m) 46.3 3.36 (m) 48.1 3.70, 3.35 (m) 48.7 3.78, 3.41 (m)
NH 8.23 (d, 7.3) 8.53 (d, 8.5) 8.08 (d, 7.2) 8.23 (d, 7.4)
CH3 16.2 2.11 (s) 20.3 1.97 (s) 16.2 2.09 (s) 16.9 2.15 (s)
CH3CO 161.6 170.3 161.5 161.3
AcN(OH)Orn-2 1-CO 174.6 172.3 174.6 174.4
2 57.8 4.22 (m) 51.4 4.33 (m) 57.8 4.19 (m) 57.8 4.20 (m)
3 24.4 2.69, 1.70 (m) 29.2 1.82, 1.78 (m) 24.32 2.69, 1.68 (m) 24.6 2.59, 1.72 (m)
4 26.2 1.95, 1.06 (m) 23.6 1.57 (m) 26.1 1.93, 1.57 (m) 26.1 1.97, 1.62 (m)
5 48.4 4.03 (dd, 15.2, 7.2) 46.8 3.55 (m) 48.3 4.02 (dd, 15.1, 7.4) 49.1 4.08 (dd, 15.2, 7.4)
3.67 (m) 3.39 (m) 3.64 (m) 3.73 (m)
NH 10.1 (d, 6.2) 7.62 (d, 9.1) 10.1 (d, 6.3) 10.1 (d, 6.0)
CH3 15.3 2.09 (s) 20.3 1.97 (s) 15.3 2.08 (s) 15.9 2.13 (s)
CH3CO 161.7 170.3 161.7 161.6
AcN(OH)Orn-3 1-CO 169.6 171.1 169.5 169.46
2 52.2 4.15 (m) 55.7 3.62 (m) 52.1 4.16 (m) 52.1 4.18 (m)
3 26.7 2.10, 1.06 (m) 27.2 1.58 (m) 26.7 2.11, 1.05 (m) 27.0 2.12, 1 (m)
4 21.1 1.69, 1.50 (m) 23.0 1.58, 1.50 (m) 21.1 1.67, 1.48 (m) 21.3 1.72, 1.5 (m)
5 47.3 3.70, 3.40 (m) 46.4 3.48 (m) 47.3 3.70, 3.40 (m) 47.9 3.76, 3.44 (m)
NH 6.32 (d, 9.2) 8.32 (d, br d, 2Hz) 6.32 (d, 9.2) 6.25 (d, 9.3)
CH3 15.8 2.04 (s) 20.3 1.97 (s) 15.8 2.04 (s) 16.5 2.09 (s)
CH3CO 161.3 170.3 161.3 161.2
ASP2397 AS2488059 AS2524371 AS2529132
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2-8 ASP2397 および類縁体の in vitro 抗真菌活性 
抗真菌剤評価における in vitro での抗真菌活性は、標準化法である RPMI 培地を用いるのが
一般的であるが、in vivoでの有効性と相関する血漿含有培地を用いて評価することで、ASP2397
および類縁体の in vivo評価へ進める優先順位付けを実施した。 
ASP2397 は血漿含有培地においても、A. fumigatus に対してMIC が 0.39 µg/ml と強い抗真菌
活性を示した。一方、金属とキレート結合していない AS2488059 や鉄とキレート結合してい
る AS2488053 は、血漿含有培地でもほとんど抗真菌活性を示さなかった（Table 5）。さらに
ASP2397 の構成アミノ酸が D-Phe から D-Leu に変換した AS2524371 は、RPMI 培地において











1 2 3 metal 
MIC (µg ml-1)  MEC (µg ml-1) 
RPMI 50% mice serum  RPMI 50% mice serum 
ASP2397 L-Asn L-Leu D-Phe Al 0.78 0.39  0.39 0.2 
AS2488053 L-Asn L-Leu D-Phe Fe >50 25  0.39 12.5 
AS2488059 L-Asn L-Leu D-Phe None 0.78 >50  0.2 50 
AS2524371 L-Asn L-Leu D-Leu Al >50 N.T.  > 50 N.T. 
AS2529132 L-Asn L-Leu D-Phe Ga 0.78 0.2  0.2 0.2 
MIC: minimum inhibitory concentration, MEC: minimum effective concentration.,  









上する一方で、ASP2397 の生産性は全く向上しなかった。AS2488059 の構造及び AS2488053
はAS2488059 と鉄のキレート体である事が判明したことで、ASP2397 はAS2488059 とアルミ
ニウムのキレート体であることが HR-ESI-MS データより推定され、生産培地にアルミニウム
を添加することで、初めて力価向上が達成された。これらのことより、生産株のMF-347833 は




































2-1 ASP2397 のヒト血清培地での病原性真菌に対する抗真菌活性 
各種病原真菌に対するASP2397 の抗真菌活性を、臨床を反映した非働化ヒト血清培地での
微量液体希釈法により測定した（Table 6）。 
ASP2397 のMIC は、C. glabrata、C. kefyr、Cryptococcus neoformans、そして
Trichosporon asahii に対して、1-2 µg/mL であった。一方他の酵母状真菌に対しては16 µg/ml
においても活性を示さなかった。アスペルギルス属全般とFusarium solani に対するMICは、
1-2 µg/mLであった。一方黒色真菌であるFonsecaea pedrosoi や接合菌類の3 種に対しては




A. fumigatus（49 株）、A. niger（20 株）、A. flavus（17 株）、A. terreus（20 株）に対してそれぞ
れ2、> 16、2、4 μg/mlで、A. niger以外で1 - 4 µg/ml のMIC 値を示した。A. nidulans（5 株）
とアゾール低感受性A. fumigatus（4 株）は1 - 4 µg/ml と、A. fumigatusに対するMIC と同等で
あった。F. solani に対するASP2397のMIC は、ヒト血清培地中で2 - 8 µg/ml であり、アゾー
ル薬が > 8 µg/ml であるのに比較し強い活性を示した。ASP2397 のRPMI 培地中でのMIC90値
は、A. fumigatus（49 株）、A. niger（20 株）、A. flavus（17 株）、A. terreus（ 20 株）に対してそ




Table 6. Antifungal spectrum of ASP2397 in human serum 
Organism 
MIC (µg/ml) 
ASP2397 VRC ITC PSC AMB 
Aspergillus fumigatus ATCC MYA-3626 1 0.25 2 0.06 1 
Aspergillus niger ATCC 6275 2 1 4 0.5 0.5 
Aspergillus nidulans IFM 5369 2 0.25 1 0.12 2 
Aspergillus flavus ATCC 204304 2 0.25 1 0.12 2 
Aspergillus terreus IFM 57544 2 0.5 2 0.25 4 
Fusarium solani IFM49274 2 >8 >8 >8 8 
Candida albicans ATCC 90028 >16 0.03 0.06 0.008 0.25 
Candida tropicalis ATCC 750 >16 0.06 0.25 0.03 0.5 
Candida glabrata ATCC 90030 1 1 1 4 1 
Candida kefyr ATCC 28838 1 0.12 0.06 0.5 0.5 
Candida krusei ATCC 6258 >16 2 2 0.5 2 
Candida guilliermondii ATCC 9390 >16 0.5 4 1 0.5 
Candida parapsilosis ATCC 22019 >16 0.12 0.12 0.12 1 
Saccharomyces cerevisiae ATCC9763 >16 0.25 0.5 1 0.5 
Cryptococcus neoformans ATCC90112 2 0.06 0.12 0.06 1 
Trichosporon asahii TIMM 3144 2 0.25 0.5 0.5 2 
Scedosporium apiospermum ATCC MYA-3634 >16 0.5 2 1 8 
Fonsecaea pedrosoi ATCC 44356 >16 >8 1 0.06 0.25 
Absidia corymbifera IFM 40776 >16 >8 1 0.12 0.25 
Cunninghamella elegans IFM 40505 >16 8 0.5 0.25 0.5 




The assay was conducted in heat-inactivated human serum containing 20 mmol/l HEPES (pH 7.4) under 
5%CO2 at 37 ̊C. C. neoformans was cultured for 72 hours. All the other strains were cultured for 24 to 48 
hours.  
VRC: voriconazole, ITC: itraconazole, PSC: posaconazole, AMB: amphotericin B 
 





µg/ml in human serum µg/ml in RPMI 
Range MIC90 Range MIC90 
A. fumigatus 49 
ASP2397 1 - 4 2 0.06 - 0.5 0.5 
VRC 0.12 - 1 0.5 0.12 - 1 0.5 
ITC 0.5 - 8 4 0.12 - 0.5 0.5 
PSC 0.06 - 0.5 0.25 0.03 - 0.25 0.12 




ASP2397 1 - 2  0.06 - 1  
VRC 0.12 - 8  0.25 - 4  
ITC >8    >8 -   
PSC 1 - 8  1 - >8  
AMB 0.5 - 2  0.25 - 1  
A. niger 20 
ASP2397 2 - >16 >16 1 - >16 >16 
VRC 0.06 - 1 1 0.12 - 2 1 
ITC 0.5 - >8 >8 0.12 - >8 >8 
PSC 0.03 - 2 1 0.016 - 0.5 0.5 








µg/ml in human serum µg/ml in RPMI 
Range MIC90 Range MIC90 
A. flavus 17 
ASP2397 2 - 4 2 2 - >16 16 
VRC 0.25 - 1 1 0.25 - 1 1 
ITC 1 - 4 4 0.12 - 1 1 
PSC 0.25 - 0.5 0.5 0.03 - 0.25 0.25 
AMB 1 - 8 8 0.5 - 2 2 
A. terreus 20 
ASP2397 2 - 4 4 0.25 - 8 1 
VRC 0.12 - 1 1 0.25 - 0.5 0.5 
ITC 0.25 - 4 4 0.12 - 0.25 0.25 
PSC 0.06 - 0.5 0.5 0.06 - 0.12 0.12 
AMB 1 - 8 4 0.25 - 2 1 
A. nidulans 5 
ASP2397 2 - 4  16 - >16  
VRC 0.12 - 0.25  0.12 - 0.25  
ITC 1 - 2  0.12 - 0.5  
PSC 0.12 - 0.25  0.06 - 0.12  
AMB 4    0.5 - 2  
F. solani 10 
ASP2397 2 - 8 8 0.25 - >16 >16 
VRC >8   >8 8   8 
ITC >8   >8 >8   >8 
PSC >8   >8 >8   >8 
AMB 1 - 8 4 0.5 - 2 2 
The assays were conducted in heat-inactivated human serum and RPMI1640 (CLSI M27-A3 and M38-
A2). In the human serum assay containing 20 mmol/l HEPES (pH 7.4), assay incubation was conducted 
under 5% CO2 for 48 hours at 37 ̊C. MIC90 were calculated when the number of tested strains was 10 or 
more. VRC: voriconazole, ITC: itraconazole, PSC: posaconazole, AMB: amphotericin B 
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ASP2397 は、薬剤添加2 時間から生菌数を減少し始め、6 時間後には薬剤添加前の1/10 以下
に生菌数を減少させた。16 MIC では、薬剤添加 1 時間から生菌数を減少し始め、4 時間後に
は1/10以下となった。別の2 株のA. fumigatus及びA. terreus においても同様の結果が得られ
た。一方、16 MICのボリコナゾールとポサコナゾールは、添加2 時間では全く殺菌作用が見
られず、8時間および6 時間後に1/10 以下に減少させた。4 MIC のアンホテリシンB は、添
加8 時間後においても殺菌効果はみられず、24 時間経過後に1/10 以下（データ未掲載）と
なった。よってASP2397 の殺菌効果は対照薬剤であるボリコナゾール、ポサコナゾール、ア




Figure 11. Rapid and potent fungicidal activity of ASP2397 against A. fumigatus 20025. The conidia of 
A. fumigatus 20025 inoculated at ca. 1 × 104 CFU/ml in human serum were germinated in 96-
well microplates, and the test compounds were subsequently added. The MICs were 2 μg/ml for 
ASP2397, 0.12 μg/ml for voriconazole (VRC), 0.06 μg/ml for posaconazole (PSC), and 
1 μg/ml for amphotericin B (AMB). Viable counts at the indicated times were determined on 
Sabouraud’s dextrose agar. Viable fungal counts are represented as log CFU/ml. The dotted 
lines represent the detection limit (1.0 × 101 CFU/ml). 
 
2-3 ASP2397 のA. fumigatusに対する菌糸伸長作用 
菌糸伸長に及ぼす効果について、生細胞イメージング装置を用いて経時的に菌糸伸長を撮
影し、自動的に菌糸の面積を計算した。 
4 MIC および 16 MIC のASP2397あるいはボリコナゾールを、A. fumigatus の発芽胞子に添
加した。ASP2397 は添加直後から菌糸の伸長抑制作用を示し1 時間後には菌糸伸長を止めて
いた。一方ボリコナゾールは添加2、3 時間後から伸長抑制作用を示した。培養8 時間後にお
いて、ASP2397 はボリコナゾールに比較し有意に（P < 0.05）菌糸伸長を抑制していた
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Figure 12. ASP2397 completely halted hyphal elongation from germinated conidia. (A) Germinated 
conidia of Aspergillus fumigatus were incubated with ASP2397 or voriconazole (VRC) at 4 times 
the MIC (MIC: ASP2397, 2 μg/ml; VRC, 0.25 μg/ml,) for 8 hours. The photographs show 
representative 500 x 400 pixel images of fungi at 0, 2, and 8 hours. (B) Germinated conidia of 
A. fumigatus, A. terreus, and A. flavus were incubated with ASP2397 or VRC at 4 and 16 times 
the MIC, and fungal images were taken every hour up to 8 hours. The hyphal elongation of 
Aspergillus species was measured as the fungal area using live imaging. Fungal area was 
quantified and Δ fungal area was calculated by subtracting the value at 0 hours from the area at 
each time point. The arithmetic mean and standard error of Δ fungal area, expressed as log μm2, 
were calculated from four independent experiments. *P<0.05, compared with Δ fungal area at 8 h 






ASP2397 は、A. niger 以外のアスペルギルス属全般に強い抗真菌活性を有していた。加えて
深在性真菌症を引き起こすF. solani、C. glabrata、C. kefyr、C neoformans およびT. asahiiに対
して強い抗真菌活性を有していた。特筆すべき重要なことは、アゾール薬が抗真菌活性を有




























2-1 ASP2397 のマウスアスペルギルス呼吸器感染モデルにおける生存効果 




内投与（以下 i.p.と略記する）し免疫抑制状態にした雌性マウスの気道内にA fumigatus 胞子を
注入して感染させ、感染 6 時間後よりASP2397（4 または8 mg/kg、皮下投与（以下 s.c.と略記
する）、ポサコナゾール（3 または 10 mg/kg、経口投与（以下p.o.と略記する）を1 日2 回4日
間反復投与した。薬剤非投与のコントロールマウスは、感染6日後までに7/8例が死亡したが、





Figure 13. Survival following early treatment of an IPA mouse model of A. fumigatus FP1305. Mice treated 
with 200 mg/kg i.p. cyclophosphamide on days -4 and +1 were intratracheally challenged with 
2.06 x 106 CFU of A. fumigatus FP1305 on day 0. Control, ASP2397 (4, 8 mg/kg, s.c., b.i.d.), or 
PSC (3, 10 mg/kg, p.o., b.i.d.) was administered from 6 hours post infection for 4 days b.i.d. n=8; 
*P<0.05 or #P<0.05, compared between control and ASP2397 or PSC (log-rank test) 
 
しかしながら臨床においては A.  fumigatus が発芽した後から治療が始まることが想定でき、
感染翌日からの投与で ASP2397 およびポサコナゾールの効果を比較検討した。マウス
A. fumigatus 呼吸器感染モデルにおいて、感染翌日より ASP2397（1、2、4、または 8 mg/kg、
s.c.）、ポサコナゾール（10 mg/kg、p.o.）を 1日 2 回 3 日間反復投与した。薬剤非投与のコント
ロールマウスは、感染 5 日後までに全例死亡し、ポサコナゾール投与群は感染 10 日目で 40%
のマウスが生存していた。ASP2397 は 2 mg/kg 投与群以上でコントロールマウスに比較し有意
に延命効果がみられ（P<0.05）、4 および 8 mg/kg 投与群においては感染 10 日目で全例が生存
していた（Figure 14A）。次にASP2397（4 mg/kg、1 日 2 回（以下 b.i.d.と略記する）とリポソー






















Figure 14. Survival following delayed treatment of an IPA mouse model of A. fumigatus. (A) Mice treated 
with 200 mg/kg i.p. cyclophosphamide on days -4 and +1 were intratracheally challenged with 
3.83 x 106 CFU of A. fumigatus 20030 conidia on day 0. Vehicle control of ASP2397, ASP2397 
(1, 2, 4, or 8 mg/kg, s.c., b.i.d.), or PSC (10 mg/kg, p.o., b.i.d.) was administered from day 1 for 3 
days. n=10; *P<0.05, compared between vehicle control and ASP2397-treated groups (log-rank 
test under a closed testing procedure). (B) Mice treated with 200 mg/kg i.p. cyclophosphamide 
on days -4 and +1 were intratracheally challenged with 1.63 x 106 CFU of A. fumigatus 20030 
conidia on day 0. Control, ASP2397 (4 mg/kg, i.v., b.i.d.), AMB (1 mg/kg, i.v., q.d.), L-AMB 
(5mg/kg, i.v., q.d.) or CAS (5 mg/kg, i.v., q.d.) was administered from day 1 for 3 days. n=8; 
*P<0.05, compared between control and drug-treated groups (log-rank test). 
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2-2 ASP2397 のマウスアスペルギルス呼吸器感染モデルにおける肺組織に及ぼす効果 
マウスアスペルギルス呼吸器感染モデルにおける ASP2397 の殺菌効果および菌糸伸長抑制
効果について、ポサコナゾールと比較検討した。感染翌日よりASP2397（1、2、4、または8 mg/kg、
s.c.）、ポサコナゾール（10 mg/kg、p.o.）を1日2 回2 日間反復投与し、感染3日目に肺を摘出
し、肺内生菌数（以下 LFB と略記する）を測定した。投与開始時点と感染 3 日目におけるコ
ントロールマウスの平均肺内生菌数±標準誤差は、5.01±0.11 及び 5.18±0.10 log10 CFU/g であっ
た。感染3日目の肺内生菌数は、ASP2397 1 mg/kg 投与群とポサコナゾール投与群がそれぞれ
4.90±0.13 と4.91±0.13 log10 CFU/g であり、コントロール群とほぼ同じであった。一方ASP2397









ロールとほぼ同じであった（Figure 16（a）E, J）。一方、ASP2397 の4および8 mg/kg 投与マウ
スにおける病理組織学的変化は、コントロールマウスに比較し軽度であり、顕微鏡観察での局
所的な病変、肺組織の部分的な炎症/壊死、気管支および肺胞の限局性な出血、ならびに菌糸増





Figure 15. Fungicidal effect on lung fungal burden following delayed treatment of an IPA mouse model of 
A. fumigatus 20030. Mice treated with 200 mg/kg i.p. cyclophosphamide on days -4 and +1 were 
intratracheally challenged with 3.83 x 106 CFU of A. fumigatus 20030 conidia on day 0. Vehicle 
control of ASP2397, ASP2397 (1, 2, 4, or 8 mg/kg, s.c., b.i.d.), or PSC (10 mg/kg, p.o., b.i.d.) was 
administered from day 1 for 2 days. On day 3 p.i., lungs were excised, and lung fungal burden 
was determined. Horizontal and vertical lines indicate the mean and standard error for LFB in 
each test group, respectively. n=5; *P<0.05, compared with vehicle control on day 3 p.i. 







Figure 16. Effects of ASP2397 and PSC on lung histopathology following delayed treatment of an IPA 
mouse model. Mice treated with 200 mg/kg i.p. cyclophosphamide on days -4 and +1 were 
intratracheally challenged with 3.83 x 106 CFU of A. fumigatus 20030 conidia on day 0. Vehicle 
control of ASP2397, ASP2397 (4, or 8 mg/kg, s.c., b.i.d.), or posaconazole (PSC) (10 mg/kg, p.o., 
b.i.d.) was administered from day 1 for 3 days. n=5. (a) The micrographs show the typical lung 
histopathology in mice infected with A. fumigatus. (A-E) Hematoxylin and eosin stain; (F-J) 
Grocott’s methenamine silver stain. Uninfected group and ASP2397-treated group on day 4 p.i. 
Vehicle control group and PSC-treated group on day 3 p.i. (b) Lung histopathological scores. 
Histopathological changes in inflammation/necrosis (A), hemorrhage (B), and hyphae growth (C) 
were scored in accordance with the criteria described in the Materials and Methods. The 




2-3 ASP2397 のマウスアゾール耐性アスペルギルス呼吸器感染モデルにおける生存効果 
マウスアゾール耐性A. fumigatus 呼吸器感染モデルを用いて、ASP2397 およびポサコナゾー
ルの治療効果を比較検討した。検討に用いたA. fumigatus 25001 株はCYP51A に変異を有し、
ASP2397 とポサコナゾールのヒト血漿培地での MIC 値は 2 および 8 µg/ml と、ポサコナゾー
ルに対して耐性菌であった。感染翌日よりASP2397（4 または 8 mg/kg、i.v.）、ポサコナゾール
（10 mg/kg、p.o.）を 1 日 2 回 3 日間反復投与した。薬剤非投与のコントロールマウスは、感
染5日後までに全例死亡し、ポサコナゾール投与群も感染6日目までに全例死亡した。ASP2397










Figure 17. Survival following delayed treatment of an IPA mouse model of A. fumigatus 25001. Mice 
treated with 200 mg/kg i.p. cyclophosphamide on days -4 and +1 were intratracheally challenged 
with 2.01 x 106 CFU of A. fumigatus 25001 on day 0. A. fumigatus 25001 harbors a CYP51A 
mutation. The MICs of A. fumigatus 25001 were 2 μg/ml forASP2397 and 8 μg/ml for PSC in 
human serum. Control (5% glucose solution), ASP2397 (4 or 8 mg/kg, i.v., b.i.d.), or PSC (10 
mg/kg, p.o., b.i.d.) was administered from day 1 p.i. for 3 days. n=8; *P<0.05, compared between 
control and ASP2397-treated groups (log-rank test under a closed testing procedure) or compared 
between control and PSC-treated groups (log-rank test).  
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2-4 マウスアスペルギルス呼吸器感染モデルにおけるASP2397 とアゾール薬の併用効果 
マウス A. fumigatus 呼吸器感染モデルを用いて、ASP2397、ポサコナゾール単剤および
ASP2397 とポサコナゾールとの併用治療による効果を検討した。感染翌日より ASP2397 
（4mg/kg、i.v.）、ポサコナゾール（10 mg/kg、p.o.）、ASP2397（4 mg/kg）とポサコナゾール（10 mg/kg）













Figure 18. Combined effect of ASP2397 and PSC following delayed treatment of an IPA mouse model of 
A. fumigatus 20030. Mice treated with 200 mg/kg i.p. cyclophosphamide on days -4 and +1 were 
intratracheally challenged with 2.9 x 106 CFU of A. fumigatus 20030 on day 0. Control, ASP2397 
(4 mg/kg, i.v., b.i.d.), PSC (10 mg/kg, p.o., b.i.d.), or ASP2397 (4 mg/kg, i.v., b.i.d.) + PSC 
(10 mg/kg, p.o., b.i.d.), was administered from day 1 p.i. for 3 days b.i.d. n=10; *P<0.05, 
compared between control and ASP2397 or ASP+PSC. #P<0.05, compared between ASP+PSC 






ントロール群が5 日目までにほぼ死亡するが、ポサコナゾールの3および10 mg/kg 投与にお
いて感染10日目で全例が生存していた（Figure 13）。しかしながら臨床においては






た。本研究において、ポサコナゾールの投与量をヒトとマウスの area under the concentration-








要と考えられる。in vitro におけるA. fumigatus胞子に対するアンホテリシンB、ポサコナゾー
ル、およびボリコナゾール 36と in vivo におけるポサコナゾールの殺菌効果 49が報告されてい
る。ポサコナゾールとボリコナゾールは本研究において in vitroにおける発芽胞子に対する殺
菌効果を示したが、ASP2397 はポサコナゾールあるいはボリコナゾールに比較し、より早い
殺菌効果の発現と菌糸伸長抑制作用を示した（Figure 11 and 12）。結果的に、これらの








株に対して in vitro抗真菌活性に加え 53（Table 7）、in vivo活性を有しており（Figure 17）、
侵襲性肺アスペルギルス症治療薬としてのニーズを満たしている。さらにASP2397 はマウス
肺アスペルギルス症モデルにおいて、ポサコナゾールと併用して投与しても拮抗作用を示さ




















2-1  ASP2397 低感受性株の取得と解析 
ASP2397 の抗真菌メカニズムを解明するため、A. fumigatus 野生株FP1305 をultra violet （以
下UV と略記する）変異処理しASP2397 含有培地で生育してきた△sit 1 株をASP2397 低感受
実験室株として取得した。△sit 1株のシデロフォアトランスポーター1（sit 1）の配列を確認し
たところ、sit 1 に変異（C1437A）が入っていることが判明した。次に低感受性株（△sit 1）に
sit 1 遺伝子（△sit 1/pSit 1）あるいは空ベクターを導入した株（△sit 1/pPTR）を作製し、抗真菌
活性を測定した。ASP2397 のMICは、親株FP1305、△sit 1、△sit 1/pSit 1、△sit 1/pPTR に対し
て各々、0.25、>16、0.25 および 16 µg/ml であった（Table 8）。よって ASP2397 低感受性株に
sit 1 遺伝子を導入することで ASP2397 に対する感受性が回復したことから、ASP2397 の抗真
菌活性には sit 1 遺伝子が関与することが考えられた。一方ボリコナゾールはいずれの菌株に





Table 8. Sit1 mutation strongly affects the susceptibility of A. fumigatus to ASP2397 
 
MIC in RPMI (µg/ml) 
ASP2397 Voriconazole 
A. fumigatus FP1305  Parent WT strain 0.25 0.25 
A. fumigatus Δsit1 UV-induced Sit1 mutant >16 0.25 
A. fumigatus Δsit1/pSit1 Sit1 mutant transformed with sit1 gene 0.25 0.25 
A. fumigatus Δsit1/pPTR Sit1 mutant transformed with empty vector >16 0.25 
 
Aspergillus fumigatus strains Δsit1, Δsit1/pSit1, and Δsit1/pPTR were derived from the wild-type (WT) 
parent strain FP1305. Δsit1 had a mutation at C1437A in sit1. A. fumigatus strains Δsit1/pSit1 and 
Δsit1/pPTR were isolated by transformation of Δsit1 into a pPTRII vector, which harbored the wild-type 
sit1 gene, and an empty vector, respectively. Broth microdilution MIC tests were conducted in accordance 
with CLSI M38-A2 methodology. 
 
2-2  ASP2397 の真菌への取込み効果 
ASP2397 の抗真菌活性発現にはシデロフォアトランスポーターが関与することから、感受性
株（FP1305）と低感受性株（△sit 1）を用いてASP2397 の菌体内への取込み作用を検討した。 
発芽胞子状態のA. fumigatusに4 MICのASP2397 を添加し、経時的に菌体内への取込み量を
liquid chromatography-mass spectrometry （以下LC/MS/MS と略記する）で測定した。ASP2397
は FP1305 株において、添加 1 時間後から菌体内へ取込まれ始め、4 時間後には添加した
ASP2397 の 63.33%が取込まれた。一方△sit 1 では 4 時間後でもほとんど取込まれなかった
（Figure 19）。よってASP2397 は能動的に、Sit 1 トランスポーターを介して真菌細胞に取り込
















Figure 19. Rapid taken up and accumulation of ASP2397 by the A. fumigatus wild-type strain. ASP2397 
at a concentration of 1 μg/ml was added to germinated conidia of A. fumigatus FP1305 (A) or 
Δsit1 (B) at 0 hours. After 0, 1, 2, and 4 hours, the culture was centrifuged to separate the medium 
and cell fraction. The concentration of ASP2397 in the both medium and cell fractions was 
determined using liquid chromatography-mass spectrometry (LC/MS/MS). The Y-axis shows the 
amount of ASP 2397 in the medium or in the fungus. The amount of ASP2397 added to 
germinated conidia was defined as 100%. The data represent the mean proportion of ASP2397 ± 










Uptake (%) MIC (µg/mL) Uptake (%) MIC (µg/mL) 
ASP2397 63.33 0.25 4.73 >16 
AS2524371* 36.77 >50 N.T. N.T. 
 
*AS2524371 is an ASP2397 analog with a siderophore structure containing a different amino acid 
composition (see Figure 10) 
ASP2397 or AS2524371 at a concentration of 1 μg/ml was added to germinated conidia of A. fumigatus 
FP1305 or Δsit1 at 0 hours. The culture was centrifuged to separate the medium and cell fraction at 
4 hours. The concentration of ASP2397 or AS2524371 in the cell fraction was determined using liquid 
chromatography-mass spectrometry (LC/MS/MS). In the uptake assay, the amount of ASP2397 and 
AS2524371 added to germinated conidia was defined as 100%. The broth microdilution MIC test was 
conducted in accordance with CLSI methodology in RPMI1640 with MOPS buffer (pH 7.0). 





ASP2397 の作用機序を解明するために、UV 変異によるASP2397 低感受性A. fumigatus 実験
室株を単離した。ASP2397 は、鉄に対して高い特異性を有するシデロフォアの一種であるフェ
リクロームと類似の構造を有する 35。低感受性株（△sit 1）に sit 1 遺伝子（△sit 1/pSit 1）ある
いは空ベクターを導入した株（△sit 1/pPTR）を作製したところ、sit 1遺伝子を導入した株のみ
が、ASP2397 に対する感受性を回復させた。このことは、sit 1 がASP2397 のA. fumigatus に対
する感受性を決定するために重要な役割を果たしていることを示唆している。 
微生物は生存のために鉄を必要とし、そして鉄の枯渇に反応して自身のシデロフォアを使用
することができる 34, 53。筆者は取り込みアッセイを用いて、ASP2397 が A. fumigatus および
C. glabrataには取り込まれるがC. albicansには取り込まれないことを明らかとした（Figure 19、
データ非表示）。A. fumigatus と C. glabrata は ASP2397 に感受性を有するが C. albicans には非
感受性であることを考えると、病原体への ASP2397 の取り込みは sit 1 によって行われ、
ASP2397 に対する感受性発揮に必要と考えられる。哺乳動物細胞は Sit1 様タンパク質を欠い









し、A. fumigatus に添加したところ、取込み作用はASP2397 と同様にみられたが、抗真菌活性
は全く認められなかった（データ非表示）。このことは、ASP2397 の抗真菌活性作用はアルミ
ニウムの蓄積によるものではないことを示唆している。さらに、異なるアミノ酸組成を含む











り返しても ASP2397 低感受性株を取得できなかった。そこで野生株に UV を照射しランダム










































































ゾールは Janssen Pharmaceutical 社より、アンホテリシンBはBristol-Myers Squibb社より、リ













ターに寄託を行った（受託番号FERM BP-10916）。また28S ribosomal DNA 配列データは、DNA 
Data Bank of Japanに登録されている（accession number AB920179）。DNA 配列と系統樹作成は、
MEGA ver. 5.2 58 を使用した。培養性状と生育速度は、市販のポテトデキストロース寒天培地
（日本ベクトン・ ディッキンソン株式会社 213400）及びコーンミール寒天培地（日 本ベク
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トン・ディッキンソン株式会社 211132）を使用して測定した。  各寒天培地に接種してから、
25℃で14日間培養した後に観察した。菌株の形態観察は、Hitachi S-2600Nの走査型電子顕微





以下に示す使用機器を使用した。マススペクトルは LCMS-ion trap（IT）-time-of-flight 
（TOF）spectrometer（島津）、比旋光度はSEPA-500 polarimeter（堀場製作所）、赤外スペク
トルはSpectrum 65 FT-IR spectrometer（パーキンエルマー）、NMR スペクトラムは、クライオ





0.165 M MOPS 緩衝液を培地とし、384-well plateに醗酵培養抽出物を添加後、A. fumigatus 












6 in vitro抗真菌活性測定法 
酵母状真菌はCLSI M27-A3 法 60、糸状菌はCLSI M38-A2法 61により、微量液体培地希釈
法を用いて抗真菌活性を測定した。96-well plate を使用し、非働化ヒト血清培地（Nova 





7 in vitro殺菌活性測定法 






8 in vitro菌糸伸長測定法 
ヒト血清培地でA. fumigatus FP1305 株、A. terreus FP2009株、A. flavus FP2003 株を96-well 
plate に播種し、発芽菌糸状態まで培養した。発芽した菌糸に最終濃度でMICの4 および16
倍濃度のASP2397 とボリコナゾールを添加し、37℃インキュベーター内に設置した生細胞イ
メージング装置（IncuCyte Zoom microscope system）（Essen Bioscience, Ann Arbor, MI, USA）を
用いて薬剤添加10～15分後（0 時間と定義）から1 時間おきに写真を撮影した。真菌面積
（µm2/真菌）を IncuCyto Zoomソフトウェアを用いて計測し、それぞれの時点から0 時間の








した。5 週齢の ICR 雌系マウスに感染4 日前と感染1 日後に200 mg/kg のサイクロフォス
ファミドを腹腔内投与し、免疫不全状態 63とした。A. fumigatus FP1305 株の胞子懸濁液2x105




5 週齢の ICR 雄系マウスに、感染4 日前と感染 1 日後に200 mg/kg のサイクロフォスファ
ミドを腹腔内投与し、免疫不全状態とした。麻酔下で気管を切開しA. fumigatus胞子懸濁液を
気管内感染した（感染0 日）。感染翌日より3日間、ASP2397 は皮下投与あるいは静脈内投与


























スコア2: 気管支と肺胞の 33 %以下の変化 
スコア3: 気管支と肺胞の 33-67 %以下の変化 











13 ASP2397 低感受性株取得法 
Aspergillus fumigsatus のゲノム標準株であるAf293 株を用いて、Af293 株由来のASP2397
低感受性UV 変異株を取得し、比較ゲノムハイブリダイゼーション解析の結果、シデロフォ
アトランスポーター（sit1）に変異点が見出された（データ非表示）。次に in vitro および
in vivo実験株として使用しているA. fumigatus FP1305 株を用いて、ASP2397 低感受性株の取
得を試みた。FP1305 株にUV 照射後、20 µg/ml のASP2397 を含有した寒天培地上で培養し
た。生育してきたA. fumigatus 分生子を用いて、in vitro 抗真菌活性測定法によりASP2397 に
対する感受性をスクリーニングした結果、ASP239 低感受性を有する株△sit 1 をASP2397 低
感受実験室株として単離した。 
 
14 sit1 配列解析法 
親株と△sit 1 株 5x104 spores を50 µl のRPMI 培地中で、ザイモリエースー100T とキチナー
ゼで細胞壁を溶解させた後、ゲノムDNA をQIAamp DNA Mini Kitを用いて精製した。sit1 の
全体をPCR で増幅させ、それをテンプレートとして sit 1のシークエンスを行ったところ、
△sit 1 株に sit 1遺伝子に点変異（C1437A）が認められた。 
 
15 sit1 遺伝子導入株作製法 
Aspergillus fumigatus FP1305株のゲノムDNAをテンプレートとしてPCRにより sit 1フラグメ
ントを増幅させた。そのフラグメントを pENTR/D-TOPO にクローン化して pSit1-TOPO を作
製した。pSit1-TOPO はHind ⅢとMlu Ⅰで切断し sit 1 を含有する精製フラグメントとした。そ
のフラグメントをpPTR ⅡベクターのHind Ⅲサイトに挿入し、pPTR Ⅱ-Sit 1 プラスミドを作製
した。△ sit 1 株に sit 1 を導入するため、ピリチアミン形質転換システム 64を用いて pPTR Ⅱ-
Sit 1 で形質転換した。同様に pPTR Ⅱベクターのみでも形質転換した。0.8 M ソルビトール、
0.1 µg/ml ピリチアミン臭化水素酸塩含有Czapek dox培地で培養し、sit 1 含有あるいは空ベク





Aspergillus fumigatus FP1305 と△sit 1を、Ultrafree tube のメンブランフィルター上で35℃で







ASP2397 群の△真菌面積を、Student の t 検定により解析した。マウス全身感染致死モデルお
よびマウス肺アスペルギルス感染致死モデルでは、Kaplan-Meier プロットし，コントロール
群と各投与群をLog-rank 法により解析した。肺内生菌数はControl群とASP2397投与群の差
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